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Bovine liver catalase is separated into several distinct bands by electrophoresis n a linear concentration gradient 
of polyacrylamide. Apparently, disc electrophoresis under these conditions leads to a series of enzymatic active forms 
of catalase. Their molecular weights are: 248,000; 295,000; 368,000; 486,000; 7 5, 00 respectively. Density gradient 
centrifugation separates catalase into two components with molecular weights of 252,000 and 3 16,000. The observed 
differences in molecular weight distribution between gel-electrophoresis and density gradient centrifugation are discus- 
sed. 
1. Einleitung 
Das Molekulargewicht der Rinderleberkatalase liegt 
zwischen 240 000 und 250 000 [ 1,2] . Durch Siure- 
einwirkung [3-S] und Guanidin-HCl [2,4] lti5t sich 
das MoleM in Einheiten von etwa 120 000 zerlegen. 
Na-Dodecylsulfat, Succinylierung, alkalisches Milieu 
sowie Guanidin-HCl mit Mercaptoathanolzusatz 5ihrt 
zu einer Spaltung in Subeinheiten mit einem MG von 
60 000 bis 70 000 [2,4,5] . Es wird iibereinstimmend 
angenommen, da5 das Katalasemolektil aus vier iden- 
tischen Subeinheiten aufgebaut ist [l-6] . Unterstiitzt 
wird diese Annahme durch elektronenmikroskopische 
Untersuchungen, die eine deutliche Vierteilung des 
Enzymkristalls zeigten [2] . Ein lhnliches molekulares 
Verhalten zeigt such Katalase aus menschlichen Ery- 
throzyten [7]. Heidrich [8] konnte durch DEAE- 
Chromatographie und Polyacrylamidgel (PAA)-Elek- 
trophorese in verschiedenen kommerziellen Katalase- 
praparaten bis zu ftif Katalseformen nebeneinander 
nachweisen. Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich 
mit dem Problem multipler For-men diese Enzyms. Mo- 
lekulargewichtsbestimmungen mit Hilfe der PAA-Ele 
trophorese [9] und der Saccharose-Dichtegradienten- 
zentrifugation ergaben, da5 die multiplen Katalasefor- 
men aus Rinderleber als verschiedene Aggregationszu- 
sts;nde des gleichen Grundmolektils anzusehen sind. 
2. Material und methoden 
Rinderleberkatalase wurde von der Firma Boehrin- 
ger & Sohne, Mannheim, die fti die PAA-Elektropho- 
rese benijtigten Reagenzien von der Firma Serva, Hei- 
delberg, bezogen. Die Molekulargewichtsbestimmung 
mit Hilfe der PAA-Elektrophorese wurde, wie frtiher 
mitgeteilt, durchgetblut [9]. Ein Konzentrierungs- 
effekt des Proteins zu Beginn der Elektrophorese wurde 
nach dem Prinzip von Ornstein [lo] erreicht, indem 
das Enzym vor der Auftragung egen Phosphatpuffer 
geringer IonenstXrke (pH 7,l 0,025 M) dialysiert, mit 
Saccharose versetzt und zwischen Gel und oberem 
Elektrodenpuffer unterschichtet wurde. Bei der Elek- 
trophorese ohne Konzentrierungseffekt verwendeten 
wir fIir Gel und Elektrodenraum einen Phosphatpuffer 
mit gleicher 1onenst;irke. Die Proteinfarbung erfolgte 
mit Coomassie Brillantblau [1 l] , der enzymatische 
Nachweis nach Thorup [ 121. Die Dichtegradienten- 
zentrifugation wurde nach der Methode von Martin und 
Ames [ 131 mit einer Ultrazentrifuge vom Typ Spinco 
L 2-65 B durchgeftirt. Die Zentrifugationszeit betrug 
7 Stunden bei 40 000 Upm und + 5°C. Die Messung 
der Aktiv@itsverteilung erfolgte nach den Angaben von 
Bergmeyer [ 141. Die Proteinverteilung wurde durch 
Elution der Gradienten iiber ein LKB-UvicordSystem 
ermittelt. Die analytische Ultrazentrifugierung wurde 
mit einem Gerat vom Typ U 60 L der Fa. Phywe, Got- 
tingen, durchgeftirt. 
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Abb. 1. Sedimentationsmuster von Rinderleber-Katalase im Dichtegradienten. S-2095 Sac&arose in 0,l M KH2PO4-Puffer Akti- 
vitiitsbestimmung nach [ 141, 
Table 1 heiten im Dichtegradienten Werte von 252 000 und 
in der PAA-Elektrophorese von 248 000. Dieses Mo- 
lekulargewicht s immt gut mit den in der Literatur 
flir Katalase angegebenen Werten iiberein. Fur die an- 
dere Einheit ermittelten wir ein Molekulargewicht von 
316 000 bzw 295 000. Diese Molektilgro8e ist fti Ka- 
talase bisher nicht in der Literatur beschrieben worden. 
Wird die PAA-Elektrophorese unter Ausnutzung des 
“Konzentrierungseffektes” durchgeftihrt, lassen sich 
bei Verwendung des gleichen Enzymmaterials flinf Ban- 
den nebeneinander nachweisen, die alle enzymatische 
Aktivitlt besitzen (Abb. lb und 2~). Diese Beobach- 
tung zeigt gro8e Ahnlichkeit mit den Ergebnissen von 
Heidrich [8] an Rinderleberkatalase undCantz und 
Mitarb. [ 151 an Katalase aus menschlichen Erythro- 
zyten. Die Autoren konnten nachweisen, daf3 die ver- 
schiedenen Katalaseeinheiten keine Isoenzyme sind. 
Es werden verschiedene Conformationszust’dnde des
gleichen Conformers diskutiert. Die in unserem elek- 
trophoretischen PAA-TrennSystem [9] nachgewei- 
senen Banden (Abb. 2) reprlsentieren Katalasefomren 
mit unterschiedlichen Molekulargewichten. I  diesem 
System (Gelkonzentrationsgradient 3-20%) werden 
Proteine auf Grund des unterschiedlichen Porendurch- 
messers des Gels nach ihren Molekulargewichten ge- 
Molekulargewichte der verschiedenen Katalaseformen. s = Be 






248 f 13 252 f 17 
295 f 11 316 +22 
368 + 20 
486 f 22 
705 
3. Ergebnisse und Diskussion 
Rinderleberkatalase 1iiBt sich durch Dichtegradien- 
tenzentrifugation und durch PAA-Elektrophorese un- 
ter Verwendung eines Gelgradienten im homogenen 
Puffersystem in zwei enzymatisch aktive Einheiten 
auftrennen (Abb. 1 und Abb. 2a). Molekulargewichts- 
bestimmungen rgaben fti die kleinere der beiden Ein- 
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Abb. 2. PAA-Geleketrophorese von Rinderleber-Katalase (Gelkonzentrationsgradienten 3-20%). a) Kont@uierliches Puffersystem 
(ohne Konzentrierung): Trengel-und Elektrodenpuffer: K-Phosphat pH 8,O 0,025 M. Elektrophorese: 20 C, 100 V, 5 mA/Riihr- 
then, 20 Stunden. b) Proteinfarbung [111. Diskontinuierliches Puffersystem (mit Konzentrierung): Trengel-Puffer: Tris-HCl pH 
8.9, Elektroden-Puffer: Tris-Clycin pH 8.3. Elektrophorese: 20°C, 300 V, 5 mM/Rohrchen, 6 Stunden. Proteinf%rbung [ 111. c) Ex- 
perimentelle Bedingungen wie bei b. Enymatische Anfarbung [ 121. d) Experimentelle Bedmgungen wie bei b. 2sttindige Dialyse bei 
pH 3.0, Zstiindige Redialyse bei pH 7.0. 
trennt. Es werden Katalaseformen mit Molekularge- einer Aufspaltung des Enzyms in Untereinheiten [3]. 
wichten von 248 000-705 000 erhalten (tabelle 1). Nach 1 Ssttindiger Dialyse bei pH 3,0 und anschlie- 
Diese Molekulargewichtsvertilung ie& uns vermuten, Bender Dichtegradientenzentrifugation enstanden 
dd diese fiinf Katalaseformen Polymere einer Grund- Bruchstiicke von 60 000 und 20 000. Dies zeigte die 
einheit sein konnten. Zur Prtifung dieser Annahme wur- Bestimmung der Proteinverteilung im Dichtegradienten 
den die durch Dichtegradientenzentrifugation erhalte-i (Abb. 3). Die Fraktionen 3-15 wurden gesammelt, 
nen Fraktionen 17-24 (Abb. l), die Katalasemolektile konzentriert und gegen pH 7,0 redialysiert. Nach die 
von 240-3 16 000 Daltons enthielten, konzentriert und ser Aufbereitung konnten in der Diskelektrophorese 
anschliei3end diskelektrophoretisch getrennt. Das er- mit Konzentrierungseffekt zwei Banden von 60 000 
haltene Bandenspektrum entspricht der Abb. 2b: und 240 000 dargestellt werden. Nach kilrzerer Dia- 
240 000,300 000,360 000,480 000 und 720 000. lyse gegen pH 3,0 (2 Stunden) und Redialyse bei pH 
Diese beweist, dai3 eine Aggregation und eine Umver- 7,0 fanden wir in der Diskelektrophorese mit Konzen- 
telung des Molekulargewichtes im Verlauf der Elek- trierungseffekt nur eine Bande mit einem Molekular- 
trophorese ingetreten ist. Saureeinwirkung flit zu gewicht von 240 000 (Abb. Id). In Ubereinstimmung 
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Abb. 3: Sedimentationsmunster und Elektrophorese von tiuredenaturierter Katalase. Sedimentation: 1 mg Rinderleber-Katalase, 
15 Stunden gegen 0,l M KH2PO,@uffer pH 3 dialysiert. Dichtegradient 520% Saccharose in 0,l M KH2POqPuffer pH 3. Elek- 
trophorese: Fraktionen 3-15 des Dichtegradienten 2 Stunden gegen 0,l M KH2PO@uffer pH 7,0 redialysiert. Experimentelle 
Bedingungen wie in Abb. 2a. 
mit Samejima und Yang [3] nehmen wir an, dal3 die 
bei kurzzeitiger S%.treeinwirkung entstehenden Kata- 
lasesubeinheiten von vorwiegend 120 000 bei Redialyse 
gegen nH 7,O zu einem Molektll von 240 000 reaggre- 
gieren. Die Einheit mit 60 000 Dalton hingegen 
scheint unter diesen Bedingungen keine Reaggregation 
zu zeigen. Die Ergebnisse zeigen, dat$ die in dieser Ar- 
beit nachgewiesenen Katalaseformen unterschiedlichen 
Molekulargewichtes anscheinend aus einer einheitlichen 
Molektilgrundeinheit aufgebaut sind. Es lassen sich 
sowohl Oligomere des Molekulargewichtes von240 000 
nachweisen, als such Zwischenformen, die sich im Mo- 
lekulargewicht um 60 000 unterscheiden. Die aggrega- 
tion der Rinderleberkatalase i t demmach folgender- 
mai3en zu formulieren: 
60 + 120 * 240 =+ 300 + 360 =+ 480 * 720 
Eine genaue Erkkirung fti die Bildung dieser verschie 
denen oligomeren Katalaseformen im Verlauf der Disk- 
elektrophorese mit Konzentrierungseffekt kann vorerst 
nicht gegeben werden. Mijglicherweise ist die Bildung 
der hijheren Aggregate auf die Enzymkonzentrierung 
sowie auf die w&end des Konzentrierungsvorgangers 
einwirkenden pH- und Ioneneinfhisse zu Beginn der 
Elektrophorese zuriickzutbhren. Bei lllngerer Elektro- 
phorese (20 Std.) kommt es wieder zu einer Deaggre- 
gation. Aus dem Verhalten der renaturierten gegentiber 
der nativen Katalase (Abb. 2b und 2d) ist zu erkennen, 
dal3 das Reaggreationsvermiigen d s renaturierten En- 
zyms tiber die Form von 240 000 hinaus anscheinend 
verloren gegangen ist. Ein prinzipiell gleiches Verhalten 
zeigt such die Rinderleberkatalase der Fa. Reanal, Un- 
garn. Jedoch ist hier die Tendenz zur Oligomerbildung 
geringer. Vielleicht haben Art der Praparation und 
Alter einen Einflufi auf das Ausmai3 der Aggregation 
des Enzyms. Die Dichtegradientenzentrifugation und 
die PAA-Elektrophorese (Abb. 1 und 2a) zeigen, dag 
such native Katalase sehr wahrscheinlich aus zwei Mo- 
lektilspezies besteht. In der analytischen Ultrazentri- 
fuge kiinnen wir in Ubereinstimmung mit Untersuch- 
ungen von Sund et al. [2] nur eine Fraktion nachwei- 
169 
Volume 6, number 3 FEBS LETTERS February 1970 
sen (lo,4 S, 43 mg Protein/ml, 20°C). Maglicherweise 
werden die beiden Enzymformen in der analytischen 
Ultrazentrifuge nicht ausreichend getrennt, so dai3 die 
beiden Formen mittels Schlierenoptik nicht nachwei- 
ser werden. 
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